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广东 金 环 蛇 细 胞 毒素 ^ 山 的 化 学 
组 成 和 部 分 一 级 结构 
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JH hie d CM-Sephadex C-50 等 分 离 、 统 化 后 可 得 细胞 毒素 XIIl。 
本 文 投 导 该 毒素 的 氨基 酸 组 成 与 部 分 一 级 结构 。 用 上 B4020 固 相 多 诡 颇 序 羽 一 


1 
次 可 连续 湖 出 该 毒素 入 端 部 分 的 25 个 氨 基 酸 顺 序 ， 其 顺序 为 Asn-Leu-1Tyr-Gin 
5 14 15 20 
—Phe-L ys- Asn-Met-1le-Glu-Cys-Ala-Gl yah A rg-Thr-Trp-lle-Ala-Tyr 


-Val-Lys-Tyr-Gly-Ala-- 4 RAR CALE, TRE AN AA VEE 
B Cc-AdX, E0.2M XE EE ALL ikki, ARERR E ACH E182 H, KA 
xp — A E N 34, HIS cL Edmanp fik DI N 38822 SUE e EUR, 其 顺序 为 Lys 
—Thr-Tyr- Ala-Tyr-Thr: 4g fn & SE XT ET AA BH 组 成 与 Lu Hsieng-sen fu Lo 
Tung-bingg BW Miami 4 S5 Kg X o c e x VIB ag S 32 EDAX duos BE- 
级 结构 上 有 了 明显 差异 。 


在 蛇毒 细胞 毒素 中 ， 绝 大 部 分 已 知 细 胞 毒素 含有 58 一 61 个 氨基 酸 ， 它 们 都 是 单 链 的 
蛋白 质 ， 在 分 子 内 含有 4 对 二 硫 键 。 我 们 从 广东 金 环 蛇 蛇 毒 中 ， 分 离 、 纯 化 了 一 个 组 分 
MYM, 我 们 称 它 为 细胞 毒素 XIII. 它 由 116 个 氨基 酸 残 基 组 成 , HAA 6 HOKE. CHA 
基 酸 组 成 与 最 近 Lu Hsieng-sen 和 Lo Tung-bin Zt 3x dg Miami ER RES U ges 3k VIB RAR 
”成 (13 极为 相 亿 , p) Ecke P EC ROC TIUS ACSOR I SUE ER CLR A 7 khi o 


材料 与 方法 
1 .样品 “ 金 环 蛇 细 胞 毒素 XII 即 前文 所 述 [31 分 离 的 第 XII[ 峰 。 在 8 好 尿素 的 聚 丙 
堪 酰 胺 雍 胶 酸性 电泳 时 为 一 条 带 。 用 2 、4 ER CF DNB) Jj 法 及 上 dman 降 解法 
鉴定 N- 末 端 为 一 点 。 
2. 化 学 试剂 ”二 甲 基 烯 再 基 胺 (DMAA) 为 美国 Pierce 公 司 产品 ， MFR, 1-6 
基 -3(3- 二 甲 基 - 氨 基 丙 基 ) -R ERAMI (EDC; RESI IPIS (MITC ESAE 
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X34 (APG) 为 LKB ULTROPAC 产 品 ; N-P RGAE Koch-LightJ" Mah, BA 
一 次 } I HE (DMP), BEL "bur, ZH, 茶 ， 乙 酸 乙 酯 及 二 握 乙 烷 为 上 海 试 剂 
一 厂 产 品 ， 分 析 纯 ， 重 燕 一 次 ， 异 硫 氢 酸 芋 栈 (PITC) 为 中 国 科学 院 上 海 生 物化 学 研 
究 所 东风 生化 试剂 厂 产 品 ， 重 燕 一 次 ; HOM (TFA) 为 上 海 有 宙 氟 研究 所 产品 ， 重 
X — Ui kk RE BEC E. Merckg 三 产品 ，5554 型 ， HE BREGOF sao 

3.408 {Hitachi 835 型 氨基 酸 自 动 分 析 仪 测定 样品 的 氨基 酸 组 成 : ALK 
40208] 38 £ B MOLE AN E HS B CHE ER HE, 

4. 济 定 总 基 酸 顺序 的 方法 

(1) 整个 金 环 蛇 细 胞 毒素 XIII 分 子 在 N 端 用 PITC 保 护 后， 不 经 氧化 或 还 原 ， 直 接 
用 EDC 缩 合 瀑 将 它 的 C 端 闭 基 与 载体 APG 的 毛 基 连接 ， 用 LKB4020 固 相 多 肽 顺序 仪 测 
定 ， 每 次 Edman 降 解 后 ， 就 切 下 一 个 茶 胺 雁 雁 啉 柄 氨基酸 (ATZ- 氨 基 酸 )， 在 含水 酸性 
PEE HIT EUR 《PTH- 氨 基 酸 ) ， 可 用 硅胶 薄板 层 析 进 行 鉴 乍 。 

(2) 为 了 避免 蕉 度 很 大 的 肽 眉 分 离 工 作 ， 先 将 样品 进行 乙酰 化 。 这 时 样品 的 w- 氨 
基 和 出 链 的 -~ 毛 基 都 被 乙酰 基 封 闭 控 ， 使 用 胰 蛋 白醋 水 解 乙酰 化 样品 时 ， KEERA 
酸 残 其 的 况 端 进行 ， 若 控制 酶 解 条 件 ， 使 只 水 解 一 个 肽 键 ， 就 能 产生 一 个 新 的 入 靖 。 欠 
这 个 新 的 N 端 开始 ， 就 能 进行 新 的 顺序 测定 。 

5.4R AE F A 

(1) Spee me om REX XLT AY E K 上 按照 Riordan 和 1YVallce 的 方法 [ 333 
£j, 2036356098 F 3 BIO, pHo.s DMAA 缓 冲 液 中 ! AREKE SABE, 
# KM INO. GETZ, HIMA 5 Y 氧 氧化 钠 溶液 使 PH 维持 在 8 一 9 的 范围 
内 。 肥 应 完毕 ， 溶 溢 用 Sephadex CO-10 去 盐 ， 冷 冻 干 燥 。 

(2) 金 环 蛇 细 胞 毒素 XII1 与 载体 APG 的 连接 一 一 基本 上 按 Beyreuther 的 方法 542 进 
行 。 SEENHGANCPO.4EJIpHo.5 DMAAR aM, MMALO% PITCH ZHAO. 4€ 
升 ， 通 所 气 后 播 句 ，50°C 保 温 灶 小 时 。 反 应 完毕 用 莱 抽 出 过 量 的 试剂 ， 水 相 在 50°C 用 所 
气 吹 干 ， 真 空 放置 过 夜 。 加 3 SKEDC GAFO.5SHDMEH) , 室温 放置 五 分 钟 后 加 
载体 APG150 豪 克 ， (载体 先 用 pH5.0，1 人 吡啶 -盐酸 洪 液 尝 三 次 ， 水 洗 五 次 ， DMF St 
W) . Pc, 3M EAE ESM. MAMITCR N-P R 
0.252kj1, iüAlkufE4S OfR i404 Pb, DEEP HUE ILLA RO RUE, HR RE 
HB E. BH Z EZ RUC IK, OKT a, RLKDA020 I8 AS KUF D 

(3) FT Edman til We ——— FRA E Hz RE Ee mant 5 2 ft Pelersonsg 人 [63 的 改进 方 
法 。100 一 300 毫 微克 分 子 的 蛋白 样品 放 在 一 只 带 有 克 口 玻 塞 的 10 毫 并 玻璃 离心 管 中 ， 加 
入 0.4 毫 升 pH9.5 DMAAZ MR,  DURO.3257H0 4 PITCIS Z Ri 溶液 ， 通 入 氮气 后 播 
和 名， 在 502C 反 应 30 分 钟 ， 过 量 试剂 用 茶 抽 出 《4 x1.5 毫 升 )， 水 相 在 55*C 用 氮气 哆 干 ， 
加 入 0.5 毫 升 无 水 三 气 乙 酸 ， 通 入 氮气 后 ， 在 50?C 裂 解 10 分 钟 ,用 氨 气 将 三 气 乙 酸 吹 于 ， 
加 入 0.4 误 升水 ，1 侣 了 升 乙酸 乙 哺 ， 摇 匀 后 离 心 分 相 ， 抽 出 有 机 相 后 ， 再 加 入 x 18 
乙酸 乙 醋 。 如 此 抽 提 共 三 次 ， 在 水 相 中 含有 除去 NN 端 氨 基 酸 残 基 的 驮 段 ， 在 55°C 用 氮气 
吹 干 后 ， 可 开始 下 一 步 Edman 降 解 。 有 机 相 中 含有 产物 芋 胺 基 歼 陛 啉 醒 氮 基 酸 《全 1 
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ZGEEMO ， 在 氮气 流 中 将 有 机 相 吹 干 ， 加 入 0.5 毫 升 ，I NWN HCIl， 在 80°C 保 温 10 分 钟 。 
此 时 AATZ- 氮 基 酸 转化 成 PTH- 氮 基 酸 。 用 乙酸 乙 酝 抽 提 ， 除 了 PTH- 精 毛 酸 、 组 氨 酚 及 
半 胱 磺 酸 仍 留 在 水 相 外 ， 其 他 PITH- 氨 基 酸 都 进入 有 机 相 ， 分 别 将 有 机 相 和 水 相 用 氮气 
风干 后 ， 用 硅胶 薄板 鉴定 PTH- 氨 基 酸 。 

(4) PTH- 氮 基 酸 的 鉴定 一 一 从 有 机 相 所 得 的 PTH- 毛 eM, WCRI 
解 后 在 硅胶 薄板 上 点 样 。 用 溶剂 系统 1 (氯仿 : 乙醇 =98 : 2)573 展 层 后 在 254 毫 微米 紫 
AMJTSUEGEPTH-REEUM. EAM. RAAR., HAR. EMAR, FHAR, AR 
BR. CAR, HAR, KAR, RARBRO-PTHMRAM, BEDA GRO: LE 
: HE 88,2 : 1.8: 100. HPSGEPTH-AR ARR, EM. GAR. SRR. SAR 
及 门 冬 氮 酸 。 从 水 相 所 得 的 PTH- 氨 基 酸 ， 用 丙酮 (S 19030 BR, RATERS 
板 上 。 用 溶剂 系统 3 (乙酸 丁 畦 : 导 丙 醇 : 屁 喧 :乙酸 :水 =10: 4 ;4:1:1) BERR 
蒸气 震 产 生 黄色 斑点 ， 可 鉴定 PTH- 组 氮 酸 、 精 氟 酸 及 磺 基 两 氨 酸 ， 它 们 的 y 值 依 次 为 
0,.63，0.42， 及 0.33。 在 鉴定 胱 氮 酸 时 ， 前 半 个 胶 氨 酸 分 于 经 Edman 降 解 后 ， 通 过 它 的 
二 硫 键 仍 与 后 半 个 胱 氨 酸 分 子 相 和 连接 ， 所 以 在 测定 前 半 个 胱 气 酸 分 子 时 ， 在 顺序 上 会 出 
现 一 个 空缺 ， 当 测定 到 后 半 个 胱 氨 酸 分 子 时 ， 经 Edman 降 解 后 可 形成 双 忆 ITH- 胱 氨 酸 。 

(5) 面相 多 了 驮 顺序 仪 的 操作 一 一 用 单 柱 顺 序 卡片 榨 制 。 PITC 与 肽 链 的 氨基 在 p 也 
8.4，50cC 反 应 32 分 钟 。TFA 指 型 解 反应 在 50"C 进 行 10 分 钟 。 每 降解 一 个 氨基 酸 共 需 80 
Sep, POS AA CATZ-EGESO 几 部 分 收集 器 收集 后 ， 用 手工 方法 
将 ATZ- 搞 基 酸 转化 成 PTH- 氨 基 酸 。 再 用 硅胶 狂 板 层 析 法 进行 鉴定 。 

(6) 样品 的 酸 水 解 及 氨基 酸 组 成 分 析 一 一 禅 品 用 5.7 六 盐酸 ( 含 4 2620 25 乙酸 ) 
于 110°C 水 解 24 小 时 ， 除 去 盐酸 后 ， 以 0.02N 盐酸 溶解 。 在 HIltachi835- 型 氨基 酸 自 动 分 
析 仪 上 测定 氨基 酸 组 成 。 


结果 与 讨论 


广东 金 环 蛇 细 胞 毒素 XIII 的 氨基 酸 组 成 表明 它 是 由 116 个 毛 基 酸 残 基 组 成 , 其 中 含有 
6 个 胱 氨 酸 ，14 个 劳 香 族 氨基 酸 ，22 个 酸性 氮 基 酸 ，15 个 碱 性 氨基 酸 。 由 于 整个 潜 素 分 
子 号 碱 性 ， 所 以 有 相当 数量 的 酸性 氮 基 酸 是 以 酰胺 的 形式 存在 于 分 子 中 。 

该 细胞 毒素 与 昆明 动物 研究 所 、 北 京 生物 物理 研究 所 发 表 的 金 环 蛇 类 心脏 毒素 晶 的 
氛 基 酸 组 成 82 有 相当 程度 的 差异 。 与 Lu Hsieng-sen 和 Lo Tung-bin 发 表 的 Miami 金 环 
蛇 类 心脏 毒素 YIB 的 氨基 酸 组 成 C1) 极为 相似 ， 仅 差 二 个 氨基 酸 残 基 。 见 表 1 。 

使 用 LKB4020 园 相 多 肢 顺 序 仪 一 次 可 连续 测 出 该 毒素 N 端 部 分 的 25 个 氨基 酸 顺 序 。 
发 现 该 顺序 与 Lu Hsieng-senfüLo Tung-bin 报 导 的 Miami 金 环 蛇 类 心脏 毒素 V1B 的 氮 基 
酸 顺 序 [13 自 第 1 位 至 15 位 完全 一 致 。 但 自 第 16 位 开始 出 现 差 别 。 见 表 2 。 

和 将 该 毒素 乙酰 化 以 后 可 封闭 它 的 NN 末端 氨基 及 侧 链 上 的 EC- 氨基 ， 在 0.2;M 磷 酸 得 二 
钠 溶 液 中 ， 用 胰 蛋 自 散 在 4"C 消 化 18 小 时 ， 则 能 释放 出 一 个 新 的 N 末 端 。 用 手工 Edman 
降解 法 测 得 其 部 分 上 顺序， 与 Lu Hsicng-sen 和 Lo Tung-bin 报 民 的 Miami 金 环 蛇 类 心脏 毒 
XVIBg A RERE] (第 73 一 78 位 ) 绝 大 部 分 相同 。 在 这 段 顺序 中 ， 人 妈 差 一 个 氨 
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ERRE. MEADAR, EJ UU AMAR, 

该 毒素 的 全 部 氨基 酸 顺 序 测定 还 未 完成 ， 目 前 只 测定 了 全 部 顺序 的 四 分 之 一 左右 。 
它 的 氨基 酸 组 成 虽 与 Lu Hsieng-seufllLo Tung-bin Se RYMiami4 3r i ae D Ait HK VIB 
的 组 成 极为 相似 ， 仅 差 2 个 氮 基 酸 残 基 ， 但 在 部 分 一 级 结构 上 已 有 明显 差别 。 这 就 很 有 
必要 将 该 毒素 的 全 部 一 级 结构 进一步 搞 清楚 。 更 值得 指出 的 是 该 毒素 的 分 子 量 在 13, 000 
左右 ， 属 于 长 链 细 胞 毒素 ， 这 在 蛇毒 的 细胞 毒素 中 是 较 罕 见 的 。 研 究 该 毒素 的 结构 与 功 


能 的 关系 确 是 很 有 意义 的 。 
9 *X x m 
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THE AMINO ACID COMPOSITION AND PARTIAL 
SEQUENCE OF CYTOTOXIN XII FROM CANTON 
BUNGARUS FASCIATUS VENOM 


Zhang Yao-shi, Wu Shin-lu, Chen Yuan-chung 


(Shanghai Institute of Biochemistry, Academia sinira) 


Chen Shi-qiu 
(Department of Biology, Jinan University) 


Abstract 


1. The amino acid composition and partial sequnce of cytotoxin XIII from 
jhe venom of Canton Bungarus fasciatus were determined, | 

2. The amino acid composition of this cytotoxin XIII is very similar 
with that of the cardiotoxin-like VI B which was purified from the venom of 
Miami Bungarus fasciatus, 

3. The initial 15 steps of the N-terminal amino acid sequence of this 
cytotoxin XIII were identical with that of cardiotoxin-like VI B and the dif- 


ference between them was appeared from the sixteenth step on, The sequences 
1 5 
of these two fragments were 1), Asn-Leu-Tyr-Gln-Pho-Lys-Asn-Met-Tle- 


19 15 2b 25 
Glu-Cys-Ala-Gly-Thr-Arg-Thr-Trp-Ile-A la-Tyr-Val-Lys-T yr-Gly—A la, 2) .- 
Lys-Thr-Tyr-Ala-Tyr-Thr-, 





